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ら始まる配列（WDRE）で表されるモチーフを見出した。また、ABCC7 と同じ 12 回膜貫通型の ABCC4
の局在化シグナル（WDKE）を見出した。 
④OATP1B1 および OATP1B3 の極性局在化を決定する仕組みを解明する研究が進行中である。 
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P450nor、チトクロム P450、CcO 等のヘム酵素が研究対象である。特にチトクロム P450nor
においては、ケージド NO を利用して中間体の構造を高分解能で捉えることに成功した。
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大濱 凜： 4 量体[NiFe]ヒドロゲナーゼ構成サブユニットの大腸菌発現系の構築 
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吉村日向： 細胞の増殖を亢進する DKK-CKAP4 シグナルの構造生物学的研究 
科学研究費補助金等
1. 科学研究費補助金（平成 30 年度～令和 4 年度） 新学術領域研究 課題番号：18H05516
研究課題：水素－電子カップリング機能の創出と機構解明
研究分担者 樋口芳樹
2. 科学研究費補助金（平成 30 年度～令和 1 年度）国際共同研究加速基金 課題番号：16K21748
研究課題：水素生成[FeFe]ヒドロゲナーゼの反応機構
研究分担者 樋口芳樹
3. 科学研究費補助金（令和元年度～令和 5 年度）基盤研究(A) 課題番号：19H00984
研究課題：ヒドロゲナーゼの触媒反応機構と高効率プロトン伝達機構の構造基盤解明
研究代表者 樋口芳樹







Cellular Regulation 細胞制御学Ⅱ 
Ⅰ 一酸化窒素還元酵素の構造と機能 
Structural and Functional Studies on Nitric Oxide Reductases 
城 宜嗣・村本和優・澤井仁美 
Shiro, Y., Muramoto, K., Sawai, H. 
一酸化窒素還元酵素（NOR）は、微生物の嫌気呼吸の一種である脱窒において、中間体として産
生される一酸化窒素 NO を亜酸化窒素 N2O に変換する酵素である。呼吸酵素の分子進化との関係
や、地球温暖化・オゾン層破壊などの環境科学との関連、さらには抗菌薬開発などで注目されてい
る酵素である。緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa RM495）由来のチトクロム c依存型NOR（PacNOR）
と NO との反応はμ秒からミリ秒の時間領域で３段階の反応である事を昨年度に提案した。この際
に現れる２つの短寿命反応中間体について、第一の反応中間体では、NO の伸縮振動が 1683 cm-1












Structural and Functional Studies on Oxygen-Sensor Proteins 
澤井仁美・城 宜嗣 






位が感知した際に、ATP のリン酸基を用いて自己のヒスチジンをリン酸化し、さらに FixJ にその
リン酸基を移す。リン酸化された FixJ は転写因子としてニトロゲナーゼ遺伝子の発現を促進する。












Structural and Functional Studies on Proteins Related to  
Iron Dynamics in Cell 
 
澤井仁美・城 宜嗣 

































タイプ HCORについて、酵素単量体とリン脂質の 1.85 Å分解能構造、および２量体化による不活
性化機構とリン脂質を介した超複合体形成機構を論文で報告した。酸素還元反応中間体のひとつで
ある F型の構造を 1.8 Å分解能で決定し、論文で報告した。酸素還元反応中間体のひとつである O
型構造の 1.6 Å分解能での解析を進めた。酵素 2量体構造の 1.3 Å分解能での解析を進めた。 
 
 
発表論文  List of Publications 
Ⅰ-1 S. Yanagisawa, K. Kayama, M. Hara, H. Sugimoto, Y. Shiro, T. Ogura: “UV-Raman Characterization 
of a Substrate Tryptophan Bound to Human Indoleamine 2,3-Dioxygenase 1” Biophys. J. 117, 706-
716 (2019) DOI: https://doi.org/10.1016/j.bpj.2019.07.017 
Ⅰ-2 C. Gopalasingam, G. Chiduza, T. Tosha, M. Yamamoto, Y. Shiro, S. V. Antonyuk, S. Muench, S. S. 
Hasnain: “Structure of Quinol-dependent Nitric Oxide Reductase from Alcaligenes xylosoxidans by 
Cryo-electron microscopy” Sci. Adv. 5 eaax1803 (2019) DOI: 10.1126/sciadv.aax1803 
Ⅰ-3 E. Sakakibara, Y. Shisaka, H. Onoda, D. Koga, Ning Xu, T. Ono, Y. Hisaeda, H. Sugimoto, Y. Shiro, 
Y. Watanabe, O. Shoji: “Highly Malleable Haem-binding Site of the Haemoprotein HasA Permits 
Stable Accommodation of Bulky Tetraphenylporphycenes” RSC Advances 9, 18697-18702 (2019) 
DOI: 10.1039/c9ra02872b 
Ⅰ-4 K. Tamura, H. Sugimoto, Y. Shiro, Y. Sugita: “Chemomechanical Coupling in the Transport Cycle of 
a Type II ABC Transporter” J. Phys. Chem. B 123, 7270-7281 (2019) DOI: 10.1021/acs.jpcb.9b04356  
Ⅰ-5 Y. Shisaka, Y. Iwai, S. Yamada, H. Uehara, T. Tosha, H. Sugimoto, Y. Shiro, J. K. Stanfield, K. Ogawa, 
Y. Watanabe, O. Shoji: “Hijacking the haem acquisition system of Pseudomonas aeruginosa for 
antimicrobial delivery” ACS Chemical Biology 14,1637-1642 (2019) DOI: 
10.1021/acschembio.9b00373 
Ⅰ-6 K. Yoshitani, E. Ishii, K. Taniguchi, H. Sugimoto, Y. Shiro, Y. Akiyama, A. Kato, R. Utsumi, Y. 
Eguchi: "Identification of an internal cavity in the PhoQ sensor domain for PhoQ activity and SafA-
mediated control." Biosci. Biotechnol. Biochem. 83, 684 (2019)  
Ⅰ-7 M. A. M. Jamali, C. C. Gopalasingam, R. M. Johnson, T. Tosha, K. Muramoto, S. P. Muench, S. V. 
Antonyuk, Y. Shiro and S. S. Hasnain. “The active form of quinol-dependent nitric oxide reductase 
from Neisseria meningitidis is a dimer.” IUCr J 7, 404-415 (2020) 
https://doi.org/10.1107/S2052252520003656. 
－99－
Ⅰ-8 Y. Shiro: “Dynamics of Nitric Oxide in Bacterial Cellular Systems: NO Generation and 
Decomposition” Japan-BIOCEV Symposium: Macromolecules; Structure, Function and Beyond, 
Prague, Czech, Apr. 23 (2019) 
Ⅰ-9 K. Yonemura, S. Ariyasu, J. K. Stanfield, H. Onoda, H. Sugimoto, Y. Shiro, Y. Watanabe, O. Shoji: 
"Direct Benzene Hydroxylation Catalyzed by Wild-type Cytochrome P450BM3 with Novel Decoy 
Molecules", The 29th Symposium on Role of Metals in Biological Reactions, Biology and Medicine 
(SRM2019), Osaka, Japan, May 31- June 1 (2019) 
Ⅰ-10 K. Yonemura, S. Ariyasu, J. K. Stanfield, H. Onoda, H. Sugimoto, Y. Shiro, Y. Watanabe, O. Shoji: 
“Engineering of Enzymatic Activity Achieved By Employing Newly Screened Peptide-Like 
Molecules” 15th International Symposium on Applied Bioinorganic Chemistry (ISABC15), Nara, June 
2-5 (2019) 
Ⅰ-11 H. Takeda, T. Kimura, T. Nomura, T. Tosha, Y. Shiro, M. Kubo: ”NO-binding and Protonation Process 
in the Catalytic Reaction of Heme/non-heme Iron Nitric Oxide Reductase Proved by Time-Resolved 
Spectroscopic System” 15th International Symposium on Applied Bioinorganic Chemistry (ISABC15), 
Nara, June 2-5 (2019) 
Ⅰ-12 K. Omura, Y. Aiba, A. Matsumoto, J. K. Stanfield, H. Onoda, S. Ariyasu, H. Sugimoto, Y.  Shiro, Y. 
Watanabe, O. Shoji: “Oxygen Activation by Self-sufficient Cytochrome P450 Reconstituted with 
Manganese Porphyrin” 19th International Conference on Biological Inorganic Chemistry (ICBIC), 
Interlaken, Switzerland, August 11-16 (2019) 
Ⅰ-13 Y. Shisaka, T. Tosha, H. Sugimoto, Y. Shiro, Y. Watanabe, O. Shoji: “Specific Photosterilization of 
Pseudomonas Aeruginosa Exploiting Its Heme Acquisition System” 19th International Conference 
on Biological Inorganic Chemistry (ICBIC), Interlaken, Switzerland, August 11-16 (2019) 
Ⅰ-14 K.Yonemura, S. Ariyasu, J. K. Stanfield, H. Onoda, H. Sugimoto, Y. Shiro, Y. Watanabe, O. Shoji: 
“Screening of N-substituted dipeptides for Activation of Cytochrome P450BM3” 19th International 
Conference on Biological Inorganic Chemistry (ICBIC), Interlaken, Switzerland, August 11-16 
(2019) 
Ⅰ-15 T. Tosha, T. Nomura, H. Takeda, T. Kimura, H. Sugimoto, M. Kubo, Y. Shiro: “Mechanism of 
P450nor-Catalyzed NO Reduction Proved by Time-Resolved Spectroscopic and Crystallographic 
Analyses” 19th International Conference on Biological Inorganic Chemistry (ICBIC), Interlaken, 
Switzerland, August 11-16 (2019) 
Ⅰ-16 城 宜嗣「分子構造を基盤にしたヘムタンパク質の機能解明〜生命金属科学への展開をめ
ざして〜」 錯体化学会第69回討論会 貢献賞受賞講演 2019年9月22日、名古屋 
Ⅰ-17 當舎武彦、山際来佳、倉橋拓也、新井博之、杉本宏、城宜嗣 “Functional Roles of Conserved 
Residues near the Active Site of Nitric Oxide Reductase Based on the Structural Analysis”日本生物
物理学会第57会年会、2019年9月24日−26日、宮崎 
Ⅰ-18 武田英恵、木村哲就、野村高志、當舎武彦、城宜嗣、久保稔 “NO-binding and Protonation Process 
in the Catalytic Reaction of the Bacterial Nitric Oxide Reductase as Established by Time-Resolved 
Spectroscopy”日本生物物理学会第57会年会、2019年9月24日−26日、宮崎 
Ⅰ-19 M. Arif M. Jamali, C.C. Gopalasingam, R.M. Johnson, S.P. Muench, S.V. Antonyuk, S.S. Hasnain, T. 
Tosha, K. Muramoto, Y. Shiro: “Crystallographic and CryoEM Structures of Quinol-Dependent Nitric 
Oxide Reductases from Neisseria meninigtidis” International Symposium on Diffraction Structure 
－100－
Biology, Osaka, Japan, Oct. 17-20 (2019) 
Ⅰ-20 Y. Shiro: “Dynamics of Nitric Oxide in Cellular Systems: NO Generation and Decomposition” 
Korian-Taiwan-Japan Bioinorganic Chemistry Symposium 2019 (KTJ-BICS 2019), Taichung, Taiwan 
Nov. 12 -14 (2019) 
Ⅰ-21 K. Yonemura, S. Ariyasu, J. K. Stanfield, H. Onoda, H. Sugimoto, Y. Shiro, Y. Watanabe, O. Shoji: 
“Regulation of the Reaction Site of Cytochrome P450BM3 with Peptide Derivatives” 4th 
International Symposium on Precisely Designed Catalysts with Customized Scaffolding, Nara, Dec. 
3-5 (2019) 
Ⅰ-22 M. Arif M. Jamali, C.C. Gopalasingam, R.M. Johnson, S.P. Muench, S.V. Antonyuk, S.S. Hasnain, 
T. Tosha, K. Muramoto and Y. Shiro. “Crystallographic and cryoEM structures of quinol-dependent 
nitric oxide reductases from Neisseria meninigtidis.” 技術・人材マッチング交流会、兵庫県立先
端科学技術センター、2019年12月12日 
Ⅱ-1 H. Sawai, Y. Shiro: “Missing Piece of Two-Component Signal Transduction Systems Unveiled by 
SEC-SAXS” SPring-8/SACLA Research Frontiers 2018, Japan Synchrotron Radiation Research 
Institute (JASRI), 15-16, (2019) 
Ⅱ-2 鎌屋美咲、小手石泰康、當舎武彦、馬場清喜、杉本宏、城宜嗣、澤井仁美「酸素センサー
タンパク質FixL のセンサーモジュールの構造解析」 第19 回日本蛋白質科学会年会／第
71 回日本細胞生物学会大会合同年次大会、2019 年6 月24-26 日、神戸 
Ⅱ-3   鎌屋美咲、小手石泰康、當舎武彦、馬場清喜、杉本宏、城宜嗣、澤井仁美 “Structural Basis 
for the Intramolecular Signal Transduction of Oxygen Sensor Protein FixL from Bradyrhizobium 
japonicum” 日本生物物理学会第57 会年会、2019 年 9 月24 日-26 日、宮崎 
Ⅲ-1  澤井仁美「病原菌の鉄獲得システムで機能するヘムセンサー蛋白質の多機能性とその構造
的機序」 第19 回日本蛋白質科学会年会／第71 回日本細胞生物学会大会合同年次大会 ワ




科学会年会／第71 回日本細胞生物学会大会合同年次大会、2019年6 月24-26 日、神戸 
Ⅲ-3 M. Ganasen, X. Yuan, H. Fujishiro, S. Himeno, A. G. Mauk, I. Hamza, Y. Shiro, H. Sugimoto, H. 
Sawai: “Structural Basis for Enhancement of Human Iron Absorption by Duodenal Membrane 
Proteins with Some Dietary Metal-chelators” 7th International Symposium on Metallomics, 
Warsaw, Poland, July 2 (2019) 
Ⅲ-4 M. Nishinaga, S. Nagai, N. Muraki, S. Nagatoishi, K. Tumoto, S. Aono, H. Sugimoto, Y. Shiro, H. 
Sawai “Structural Basis for the Transcriptional Regulation of Heme Detoxification Involved in 
Pathogenic Bacterial Iron Acquisition” 7th International Symposium on Metallomics, Warsaw, 
Poland, July 2 (2019) 
Ⅲ-5  澤井仁美「原子から細胞レベルの研究による鉄イオンの吸収メカニズムの理解と有効な鉄
栄養強化食品成分の探索」 第 92 回日本生化学会大会 シンポジウム「生体内における




サイエンス学会学術集会、2019 年9 月21 日、京都 
Ⅲ-7 城 宜嗣 “Molecular Mechanism of NO Reduction by Nitric Oxide Reductase in Cellular System” 
第57回日本生物物理学会年会 シンポジウム「ヘム蛋白質の機能を司る構造・ダイナミク
スとエネルギー流：実験と理論」2019年9月26日、宮崎 
Ⅲ-8 鎌屋美咲、小手石泰康、當舎武彦、馬場清喜、杉本宏、城宜嗣、澤井仁美 “Structural Basis 
for the Intramolecular Signal Transduction of Oxygen Sensor Protein FixL from Bradyrhizobium 
japonicum” 日本生物物理学会第57会年会、2019年9月24日−26日、宮崎 
Ⅲ-9 澤井仁美「溶血性連鎖球菌が宿主の血中から鉄を獲得するシステムで機能するセンサータ
ンパク質の多機能性に関する分子機序」 日本薬学会第 140 年会 環境・衛生部会若手研究
者シンポジウム「生体分子およびタンパク質との相互作用から見た生命金属動態」 2020 
年 3 月 27 日、京都、招待講演 
Ⅳ-1 A. Shimada, Y. Etoh, R. Kitoh-Fujisawa, A. Sasaki, K. Shinzawa-Itoh, T.Hiromoto, E. Yamashita, 
K. Muramoto, T. Tsukihara, and S. Yoshikawa. X-ray structures of catalytic intermediates of 
cytochrome c oxidase provide insights into its O2-activation and unidirectional proton-pump 
mechanisms. J. Biol. Chem. 295, 5818-5833 (2020) 
https://doi.org/10.1074/jbc.RA119.009596 
Ⅳ-2 Shinzawa-Itoha K, Sugimura T, Misaki T, Tadehara Y, Yamamoto S, Hanada M, Yano N, Nakagawa 
T, Uene S, Yamada T, Aoyama H, Yamashita E, Tsukihara T, Yoshikawa S, Muramoto K. 
Monomeric structure of an active form of bovine cytochrome c oxidase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 




工業大学、2019年 12 月 20 日〜22 日 
Ⅳ-4 伊藤・新澤恭子、杉村高志、御前智則、蓼原吉輝、山本省吾、矢野直峰、花田真、中川徹
也、上根史滋、山田聖、青山浩、山下栄樹、月原冨武、吉川信也、村本和優 ”Monomeric 
structure of an active form of respiratory oxygen reductase from bovine mitochondria.” 日本生物




年 9 月 18 日～20 日 
Ⅳ-6 島田敦広、村本和優、伊藤・新澤恭子、月原冨武、吉川信也「チトクロム酸化酵素反応中
間体の構造解析による、酸素還元と共役したプロトンポンプ機構の解明」第 19回日本蛋













1 文部科学省科学研究費補助金（平成 30～令和 2年度）基盤研究 C 
研究課題：プロトンポンプ機構解明に向けた呼吸鎖末端酵素の構造機能解析
研究代表者：村本和優
2 文部科学省科科学研究費補助金（平成 31-令和 4年度）基盤研究 A 
研究課題：時間分解構造解析を活用した一酸化窒素還元酵素の構造ダイナミクス研究 
研究代表者：城 宜嗣 
3 文部科学省科科学研究費補助金（平成 31-令和 5年度）新学術領域研究 
研究課題：生命金属動態のタンパク質構造ダイナミクス
研究代表者：城 宜嗣




5 共同研究費（理化学研究所）（平成 29-令和 4年度） 
研究課題：物質階層原理研究
研究代表者：城 宜嗣











Macromolecular Dynamics 生体高分子動的構造解析学 
and X-ray Crystallography 
Ⅰ SPring-8蛋白質結晶構造解析ビームラインの高度化研究 
Research and Development for SPring-8 Structural Biology Beamlines 
山本雅貴・吾郷日出夫 
























Research and Development for Protein Structure Analysis Methods 
山本雅貴・吾郷日出夫 
－104－






行う Serial Synchrotron Crystallography (SSX)、特に大量の微小結晶を凍結固定した大型の結晶
ループを回転しながら走査する Serial Synchrotron ROtation Crystallography (SS-ROX)の技術開
発を進めている。X 線自由電子レーザー施設 SACLA では超高輝度極短パルス X 線を活用し、既存
の放射光を使った構造解析では放射線損傷の影響が無視できないタンパク質について、機能性構造







非晶質の試料について、X 線小角散乱による溶液場でのタンパク質の機能解析や X 線コヒーレン
ト回折イメージング（Coherent X-ray Difraction Imaging：CXDI）、クライオ電子顕微鏡による生
体試料からの単粒子解析の技術開発なども進めている。 
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Molecular Biochemistry II 生体物質化学Ⅱ 
Ⅰ ゴルジ体ストレス応答の解析
The Analysis of the Golgi Stress Response 
吉田秀郎・佐々木桂奈江





するゴルジ体ストレス応答の一経路である TFE3 経路をこれまでに同定した。転写因子 TFE3 は
TFE3 経路を制御する主要な転写因子であり、平常時にはリン酸化されることによって細胞質に繋
留されて不活性な状態に保たれているが、ゴルジ体ストレス時には脱リン酸化されて核へ移行し、
転写制御配列 GASE に結合して N 型糖鎖修飾の修飾酵素や選別輸送因子遺伝子の転写を誘導する。
一方、もう一つの転写因子 MLX はゴルジ体ストレス時に核へ移行して GASE に競合的に結合し、
TFE3 の GASE 結合を阻害することによってゴルジ体ストレス応答を負に制御している。現在は、







までに、プロテオグリカン経路を制御しているエンハンサー配列として PGSE を同定し、PGSE 配
列に結合してプロテオグリカン経路を制御する転写因子 KLF を単離した。現在は、プロテオグリカ
ン経路を制御するセンサー分子を GeCKO screening によって同定しようとしている。
Ⅱ 小胞体ストレス応答を調節する
制御因子の機能と構造の解析
Functional and Structural Analysis of Regulatory Factors Controlling 
the Endoplasmic Reticulum Stress Response 
吉田秀郎・佐々木桂奈江
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田中 梓 ：ゴルジ体ストレス応答のプロテオグリカン経路を制御する転写因子の同定 
博士後期課程 
小森 亮太：プロテオグリカン経路の標的遺伝子 HS6ST1 のプロモーター解析 
Ikhwan Jamaludin：Transcriptional regulation of the human GALNT5 and 18 gene          
by the mucin pathway of the Golgi stress response. 
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Analyses of tRNA kinesis, including nuclear-cytoplasmic transport of 
tRNAs, in budding yeast 
吉久徹 
Yoshihisa, T. 
 真核生物の tRNA は、転写後に様々な修飾を受けて成熟化し、最終的には細胞質で働く。一部の
tRNA は intron を含んだ前駆体として転写されるが、ほとんどの intron は anticodon 近傍に挿入




芽酵母 Saccharomyces cerevisiae を用いて解析を進めている。さらに近年、tRNA のレパートリ
ーが、生理的環境や生物の発生段階、組織形成に応じて変化するという証拠が得られつつある。




Ⅱ  出芽酵母の tRNA 遺伝子に含まれる intron の 
生理的意義の解析
Studies on physiological functions of tRNA introns in budding yeast 
吉久徹 
Yoshihisa, T. 
 前駆体 tRNA 中の intron は除かれることが tRNA の機能化に必須だが、逆に言えば tRNA 遺伝
子に intron は必要なのだろうか？我々は、染色体上の遺伝子組換えが容易な出芽酵母の特性を生
かし、tRNA の種類毎に、intron を持つ遺伝子全てを intron 欠失型に置き換えるプロジェクト進
め、全ての isoacceptor tRNA にとって intron は必ずしも必要でないことを明らかにしている。




株において、intron 欠失の mRNA レパートリーや翻訳への影響を網羅的な解析で検討している。 
 
 
Ⅲ   一時的翻訳停止を必要とする mRNA の翻訳再開と 
品質管理回避のメカニズムの解析 
Investigation of mechanisms that allow translational restart and  
avoidance from mRNA surveillance of certain mRNAs that  





出芽酵母の小胞体ストレス応答の鍵転写因子である Hac1 は、tRNA 型の細胞質スプライシング
を受けるめずらしい mRNA から翻訳される。しかし、前駆体 HAC1 mRNA は、（1）翻訳停止状
態にあること、（2）見かけ上、未成熟終止コドンと認識されうる読み枠構造をもつこと等から、
mRNA の品質管理機構によって分解されるべき特性を持つにもかかわらず、非ストレス下で安定
な休眠状態にある。他の mRNA でも、その 2 次構造や rare codon を用いた一時的翻訳停止を用い
て、タンパク質のドメイン毎の折りたたみを可能にする例があるが、こうした mRNA の翻訳停止
機構がある程度理解されているに対し、その翻訳再開機構はよくわかっていない。当然、こうした
mRNA もこれらも見かけ上、RNA の品質管理に抵触している。そこで、HAC1 mRNA をはじめ
とする一時的翻訳停止を伴う mRNA の品質管理回避や、翻訳再開の機構について研究を進めてい
る。特に、HAC1 mRNA の翻訳制御にも関わり、この mRNA の細胞質スプライシング因子でもあ
る Rlg1 に着目した解析を進めている。この中で、小胞体ストレス応答不全となる rlg1 変異の中に
は非ストレス下の HAC1 mRNA が不安定になる変異があること、また、小胞体ストレス下では酵
母 Ski 複合体が HAC1 の翻訳制御に関わることを明らかにした。一方、複数のリボソームが同じ
mRNA 分子上に複数並んで翻訳を進めるのが普通であるが、一部の mRNA では十分な長さがある
にもかかわらず、1 分子の mRNA に 1 個のリボソームしか結合しない状態（モノソーム状態）で
翻訳される。こうした mRNA の翻訳制御についても研究を進めている。特に、こうした mRNA









Sonobe, S., Yoshihisa, T. 
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Studies on biomolecules responsible for morphogenesis of  
endoplasmic reticulum in plant cells 
 
横田悦雄・吉久徹 














Yoshihisa, T., Sonobe, S.,Yokota, E. 
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岩元 夏純：monosome にトラップされている mRNA の翻訳一時停止機構の解析 
井上 佳菜：Nucleoporin が形成するヒドロゲルを用いた RNA の核膜孔透過の in vitro 再
  構成 
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３）ゲノムの維持と制御に必須な PCNA の機能を正に負に制御する、RFC 複合体ファミリーについ
て研究を展開している。 
1) CRL4-Cdt2 ユビキチンリガーゼの制御機構の解析
DNA 複製のライセンス化因子 Cdt1 は、DNA ヘリカーゼである MCM2-7 のクロマチンローディ
ングを担う因子である。一方、S 期が開始すると、染色体の再複製を抑制するために Cdt1 は速やかに
分解される。この時に働くのが CRL4-Cdt2 ユビキンリガーゼで、クロマチンにロードされた PCNA
に Cdt1 が PIP ボックスを介して結合するとポリユビキチン化する。また、紫外線などによる DNA
損傷によっても同様の機構で Cdt1 の分解が誘導される。我々は、Cdt2 の C 末領域がクロマチンにロ
ードされた PCNAによる Cdt1分解を制御することを明らかにしてきた。今回、クロマチン上の PCNA
に Cdt1 および Cdt2 (CRL4 との複合体として)がリクルートされる様子をライブイメージングにて解
析を始めた。PCNA-GFP を発現する安定細胞に局所的に紫外線を照射して、照射部位に PCNA が蓄
積することを確認した。Cdt1-GFP も蓄積するが徐々に核内の Cdt1-GFP シグナルが低下し、30 分程
度で全ての Cdt1 が分解されることを捉えることができた。今後、Cdt2(野生型)-mCherry あるいは
Cdt2(C 末側変異体)-mCherry 発現細胞を作成して観察を進める。 
2) 再複製の過程の解析
細胞をCullinファミリーユビキチンリガーゼのNedd8化阻害剤であるMLN4924で処理すると、
通常分解されるはずのライセンス化因子 Cdt1 が蓄積し、DNA の過剰な複製が起こる。このときの
DNA 合成がどのように行われるのか調べるために、EGFP を融合させた PCNA を安定的に発現する





製は、通常時の S 期複製プログラムから外れ、DNA 合成が行われていると考えられた。 
3) PCNA を制御する RFC 複合体ファミリー、および、新規機能因子の解析 
  ゲノム維持の過程では、複製をはじめとして修復や組換えの反応に DNA 結合した PCNA が要求
される。PCNA の DNA 結合と除去を行うのが RFC 複合体ファミリーで、RFC1-RFC と Ctf18-RFC
が PCNA の DNA 結合を担っており、DNA 上で反応する因子の PCNA への集合と、その機能を制御
する事が明らかになっている。一方、もう一つの RFC 複合体である Elg1-RFC については、PCNA の
DNA からの除去を特異的に行っていることが私たちの解析から示された。ヒト細胞内の Elg1 をノッ
クダウン(KD)すると、複製期の DNA に過剰に結合した PCNA や細胞周期進行の遅延、核内クロマチ
ン構造や染色体構造の異常が見られた。以上のことから、PCNA の DNA 結合だけでなく、積極的な
PCNA 除去もゲノム維持に重要な役割を果たしていることが明らかになった。 
  さらに詳細な Elg1-RFC による PCNA 除去を明らかにするため、Elg1-RFC に特異的な結合因子
の探索を質量分析で行い解析を進めている。また、これまでに、Elg1-KD 細胞でも複製が終了した G2
から M 期にかけては PCNA が DNA から除去されることが分かった。これは、Elg1-RFC が唯一の




発表論文  List of Publications 
1 Panagopoulos A (Patras 大), Taraviras S (Patras 大), Nishitani H, Lygerou Z (Patras 大).: 
CRL4Cdt2: Coupling Genome Stability to Ubiquitination. Trends Cell Biol. 2020 
Apr;30(4):290-302. doi: 10.1016/j.tcb.2020.01.005.  
2 塩見 泰史、西谷 秀男 ヒト細胞におけるDNAからのPCNA除去機構の解析 第42回DNA複
製・組換え・修復ワークショップ、奈良春日野国際フォーラム甍、奈良市 
3 渡邊雄一郎、林 晃世、塩見 泰史、西谷 秀男 DNA再複製誘導によるPCNA fociの核内分布
の変化の解析 第42回DNA複製・組換え・修復ワークショップ、奈良春日野国際フォーラム
甍、奈良市 
4 塩見 泰史、林 晃世、西谷 秀男 PCNAのクロマチン結合/除去と、それに連係するゲノム維
持の解析 第25回日本分子生物学会年会、福岡国際会議場ほか、福岡市 
5 渡邊雄一郎、林 晃世、高原教代、塩見 泰史、西谷 秀男 DNA再複製誘導によるPCNA foci
の核内パターンの変化の解析 第25回日本分子生物学会年会、福岡国際会議場ほか、福岡市 
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Plant Cell and Developmental Biology  生体分子生合成 
I 分裂準備帯の形成機構と機能の解析 
Analyses of development and function of preprophase bands 
峰雪芳宣・山内大輔・中井朋則 









Analyses of nano-machines involved in plant cell division and cytokinesis 
峰雪芳宣・山内大輔・中井朋則 




の研究室と共同で、加圧凍結・2 軸電子線トモグラフィー法を使ったナノマシンの～7 nm レベル
での解析を行っている。今年度は分裂準備帯以外のアクチンシステムの解析にも挑戦した。
Ⅲ 種子内部構造の X 線 CT による解析 
Analysis of internal structure of seeds using X-ray computed tomography 
山内大輔・中井朋則・峰雪芳宣 
Yamauchi, D., Nakai, T., Mineyuki, Y. 
種子は乾燥していて休眠状態にあり、吸水するとその中の胚は生命活動を再開して発芽する。そ
の過程に起こる種子中での構造変化を観察する時に、種皮が種子の周りを覆っており、支障となっ
ている。しかし、X 線 CT 技術を用いれば、固定や切片作製をしなくても種子内部構造を観察可能
－119－





Ⅳ なたまめ茶成分の解析  











Analysis of formation of antheridium in prothallia of fern 
 
山内大輔・峰雪芳宣 










Mechanism of cellulose production from bacteria 
 
中井朋則・峰雪芳宣 
Nakai, T., Mineyuki, Y. 
 















Mineyuki, Y., Nakai, T. 
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吸水過程の観察：連続CT画像を用いた解析、 種子生理生化学研究会（和歌山市）、(2019)  
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Functional Nanometry of 生体高分子超精密計測学 
Biological Macromolecules   
Ⅰ 鞭毛軸糸と軸糸ダイニンの構造と運動機構の解明 
Molecular structure and mechanism of flagellar axonemes and axonemal 
dyneins  
石橋健太・松田祐佳・佐川美咲・榊原 斉・小嶋寛明・大岩和弘 


















Single-molecule enzymology and nanometry of protein motors 
指宿良太・松田祐佳・森下達矢・岩崎一輝・古田茜・大岩和弘・古田健也 
Ibusuki, R., Matsuda, Y., Morishita,T., Iwasaki, K., Furuta, A., 
Oiwa, K. Furuta, K. 
タンパク質モータによる ATP 加水分解過程を単一分子レベルで可視化するためにエバネッセン
ト光を利用した蛍光顕微鏡システムを開発、さらにその高性能化・高機能化を進めてきた。蛍光
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博士課程後期    
指宿 良太：構成論的手法によるタンパク質モータの運動メカニズムの探求 
石橋 健太：軸糸ダイニンの協働性創発メカニズムの解明  
(大阪大学大学院生命機能研究科) 
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   博士課程前期 
松田 祐佳：Chlamydomonas のゲノム編集のためのビジュアルスクリーニング系の確立 
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Cell and Molecular Biology  細胞機能学
Ⅰ  ゲノム編集法による分化後神経細胞における 
神経細胞内の蛋白質のラベリング 







































した。神経細胞内で相同組み換えが起こり、Lpd 遺伝子の N 末側に EGFP が融合されて
いるかどうかを、細胞から抽出したゲノム DNA サンプルに対する RT-PCR 法を用いて
確認した。PCR 法による検討の結果、相同組み換えが起こり、神経細胞内在性の Lpd 遺
伝子座のゲノム配列に EGFP が融合されていることが確認できた。この結果から、従来







Ⅱ  核ラミナとヘテロクロマチンの相互作用の解析 
Interaction between nuclear lamina and heterochromatin 












縮が起こる分裂期終盤に起こるであろうと想定し、この時期に lamin A と相互作用す
る因子を検索してきた。その結果、ヘテロクロマチン結合たんぱく質である HP1 が免
疫沈降実験で lamin A と共沈降し、さらに細胞内での共局在することを見出した。  
我々は lamin A が核膜直下のヘテロクロマチン形成に関与することを示す予備的な
証拠を得ている。そこで、分裂期の終わりから G1 期にかけて起こるヘテロクロマチン
の核膜直下への再配置に lamin A-HP1 間相互作用が関与しているかどうかを調べるた




響を調べた結果、ラミン A は分裂期終期から G1 期における核内でのヘテロクロマチン
の正しい配置に必要であることが証明した。現在、生細胞での lamin A と HP1 との相
互作用を解析するために、蛍光たんぱく質を利用した細胞内のたんぱく質因子間相互作
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II-1 廣瀬富美子：Assembly of heterochromatin under the nuclear membrane is 
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1.  科学研究費助成事業（基盤 C）（平成 29-令和 1 年度）  
研究課題    低分子量 G 蛋白質 R-Ras によるガイダンス因子シグナル統合の分子  
機序の解明  
研究代表者  生沼  泉  
2.  科学研究費助成事業（新学術領域研究）（平成 31-令和 2 年度）  
研究課題     アクチン足場の選択的スプライシングの時空間ダイナミクスが担う  
軸索誘導の新概念  
研究代表者  生沼  泉  
3.  研究助成金  公益財団法人カシオ科学振興財団研究助成金（平成 31-令和 1 年度）  
研究課題    損傷神経細胞の体内修復利用を可能とする電気パルスを用いた遺伝
子導入法を用いた遺伝子工学技術の開発  
研究代表者  生沼  泉  
4.  科学研究費助成事業（基盤 C）（平成 30-令和 2 年度）  
研究課題    G1 期における核ラミナとヘテロクロマチンの相互作用の解析  
研究代表者  廣瀬  富美子  
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Cellular Structural Physiology  細胞構造学
Ⅰ 含水試料観察のための低温電子顕微鏡法に関する研究 
Study of cryo-electron microscopy for hydrated samples 
西野有里・菓子野康浩・宮澤淳夫 








Molecular localization of nicotinic acetylcholine receptor and 
muscle specific kinase at the neuromuscular junction 
西野有里・菓子野康浩・宮澤淳夫 


























Ⅳ  光合成初期過程と電子伝達超複合体の構造と  
機能の研究  
Structure and function of super complexes of photosynthetic  
electron transport systems 
 
                菓子野康浩・西野有里・宮澤淳夫 
                            Kashino, Y., Nishino, Y., Miyazawa, A. 
 
 光合成における光エネルギーの化学的エネルギーへの変換を担うふたつの光化学反応








Ⅴ  珪藻についての生理・生化学的研究および 
その利用 
Physiological and biochemical study on diatom and its application 
 
                菓子野康浩・西野有里・宮澤淳夫 
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5 共同研究 日産自動車(株) 令和元年度 
研究課題  全固体電池電極スラリーの可視化に関する共同研究 
研究担当教員 宮澤淳夫、西野有里 
 





研究課題  珪藻のフィジオロミクスに基づく褐色のエネルギー革命 
研究代表者 菓子野康浩 
 
7 国立極地研究所共同研究 平成31～令和3年度 
研究課題  極域の光合成生物の生理応答機構の解析 
研究代表者 菓子野康浩 
 
8 文部科学省科学研究費補助金（新学術領域研究・公募） 平成30～令和元年度 
研究課題  近赤外光利用型天然光化学系IIの構造と機能 
研究代表者 菓子野康浩 
 
9 独立行政法人 科学技術振興機構(JST)先端的低炭素化技術開発(ALCA) 令和元年度～ 
研究課題  亜リン酸を用いたロバスト且つ封じ込めを可能とする微細藻類の培養技 
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Optogenetic and imaging analyses of development and function of the brain and 
gut in the zebrafish 
八田公平・二階堂昌孝 














Molecular genetic analyses of development of the enteric neural crest and 
placode in the zebrafish 
二階堂昌孝・八田公平 
    Nikaido M, Hatta K 

















Functional analysis of ascidian larval nervous system  
 
中川将司・八田公平 












Synchrotron microCT and live imaging analysis of the second and third jaws in 
ancient fish by using SPring-8; micoro-nanoCT and correlative microscopic 
analysis of identified neurons or cells in an intact animal 
 
八田公平・二階堂昌孝 
Hatta K, Nikaido M 
 
 A: 多くの魚は口にある顎（口顎：第１の顎）のほかに、咽頭顎（第２の顎）をもっている。私達
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 住友財団 基礎科学研究助成（平成 30年 11月〜令和 2年 10月） 




Regeneration Biology  細胞制御学Ⅰ
Ⅰ プラナリア再生の分子生物学  
Molecular Biology of Planarian Regeneration  
梅園良彦・餅井真・織井秀文  
Umesono, Y., Mochii, M., Orii, H.  
 プラナリアは再生能力が強く、小断片からも１個体を再構成する。プラナリアを用
いて、再生原理を明らかにするために、1.体軸、領域の決定機構、2.分子マーカーを用
いた組織再構築の分子機構、 3.分化多能性幹細胞の解析を進めている。  
Ⅱ プラナリアの体細胞系幹細胞から生殖系細胞への  
分化機構の研究  
Molecular Analysis of Differentiation from Somatic Stem Cells to 
Germline in Planarians 
梅園良彦・織井秀文  






Ⅲ 多眼プラナリアの眼の再生の研究  
Molecular Analysis of Eye Regeneration in the Multiple -eyed 
Planarian 
梅園良彦・織井秀文  









Ⅳ 両生類を用いた再生能の分子生物学的研究  
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Structural Biology of Proteins in Metal Transport System 
當舎武彦・杉本 宏












Structural and Functional Studies of Metalloproteins 
當舎武彦・杉本 宏
Tosha, T., Sugimoto, H. 
金属タンパク質は、温和な条件下で高選択的かつ高効率的に触媒反応を行うことができる。この
仕組みを理解するためには、触媒反応中に過渡的に形成される反応中間体の構造情報を得ることが
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